Syngen Soil DNA Midi Kit

Co potrzeba: Zanim zaczniesz:

- Etanol 96-98% - Sprawdz, czy nie wytracito sie nic w buforze

- taznia na 60°C DLS1, jesli tak, podgrzej go w 60°C przez 10 minut
- tazniana 70°C - Ogrzej bufor elucyjny DE w 60°C przed elucja

- Léd - Przygotuj bufor DPZ dodajac etanol w ilosci

- Worteks podanej na fiolce (zwykle 6 ml)

- Wiréwka na probdwki 50 ml od 2500 do 15.000 x g
- Probéwki wiréwkowe 50 ml na 15.000 x g
- Pipety automatyczne i tipsy, najlepiej z filtrem

Procedura:

1. Do probowki 50 ml dodaj maksymalnie 10 g prébki gleby oraz 2 g kulek szklanych i wymieszaj.

2. Dodaj 15 ml buforu DLS1, zworteksuj przez 5 minut i inkubuj w 70°C przez 10 minut, worteksujac
dwukrotnie podczas inkubacji, az do catkowitego zhomogenizowania.

3. [Opcja: bakterie G(+)]
Jesli izolujesz DNA z bakterii G(+) w prébce, przeprowadz dodatkowsa inkubacje w 95°C przez 5 minut.

4. Doprowadz probke do temperatury pokojowej.
Dodaj 5 ml buforu DLS2, dobrze zworteksuj i inkubuj na lodzie przez 5 minut.

5. Zwiruj przy 2500 x g przez 5 minut w temperaturze pokojowe;.

6. Ostroznie przenies lizat do czystej probéwki 50 ml do wirowania (nie dostarczono).
Oszacuj objetos¢ lizatu, dodaj taka samg objetosé¢ izopropanolu i zworteksuj.

7. Zwiruj przy 15.000 x g przez 30 minut w 4°C.

8. Ostroznie, uwazajac na pelet, wylej supernatant i umies¢ prob6wke na 5 minut na reczniku
papierowym wieczkiem do dotu, aby usungé pozostatosci roztworu.

9. Do probowki z peletem dodaj 2 ml wczesniej podgrzanego buforu elucyjnego DE lub ddH,0.
Zworteksuj, aby pelet DNA catkowicie sie rozpuscit.

10. Dodaj 1 ml dobrze wymieszanego buforu DLS3 do probki, zworteksuj i inkubuj przez 3 minuty w
temperaturze pokojowej. tatwiej pipetuje sie bufor DLS3 tipsem z obcietg koricowka.

11. Zwiruj przy 2500 x g przez 5 minut w temperaturze pokojowej.
Ostroznie przenies sklarowany lizat do nowej probowki 15 ml lub 50 ml i wyrzu¢ probdwke z osadem.

12. [Opcja: trawienie RNA]
jesli potrzebujesz DNA wolne od RNA, dodaj 4 ul RNazy A 100 mg/ml (nie dostarczono), wymieszaj
i inkubuj przez 2 minuty w temperaturze pokojowe;.

13. Oszacuj objetos¢ lizatu. Dodaj takg sama objetos¢ buforu DWS oraz taka sama objetosc¢ etanolu i
zworteksuj pulsacyjnie.

14. Umies¢ kolumne DS w nowej probéwce 50 ml i przenies catg zawartosé lizatu na kolumne.
Wiruj przez 2 minuty przy 2500 x g w temperaturze pokojowej. Wylej przesacz.

15. Dodaj na kolumne 7 ml buforu DPZ.
Wiruj przez 2 minuty przy 2500 x g w temperaturze pokojowej. Wylej przesacz.

16. Powtorz krok 15

17. Wiruj przez 10 minut z predkoscig 2500-4000 x g, zeby wysuszy¢é membrane w kolumnie.

18. Przenies$ kolumne do probowki elucyjnej 50 ml.
Dodaj 1-2 ml podgrzanego buforu elucyjnego DE lub ddH20 na sam srodek membrany i inkubuj przez
5 minut w temperaturze pokojowej.

19. Wiruj przy 2500 x g przez 2 minuty w temperaturze pokojowej.
Ostroznie wysun kolumne i zamknij probdwke z wyeluowanym DNA.



